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近年,細胞内の特定のタンパク質を蛍光物質により光らせ,その挙動をリアルタイムで観察す
るバイオイメージングにおいて,細胞・組織または個体レベルでタンパク質などの分布・局在を
捉え,その動態を画像として解析する技術が進められている。そのバイオイメージングツールと
して種々の顕微鏡が用いられているが,我々の研究室では,プラズモニックチップ（周期構造に金
属薄膜を施したもの）をカバーガラスの代わりに用い,汎用蛍光顕微鏡で高感度な像を取得する
ことを目指している。これまで培養した神経細胞の正立落射蛍光像では,プラズモニックチップ
上で,スライドガラス上より10倍明るい蛍光像を得ることができた。倒立落射ではコントラスト
の良い蛍光像を取得できたが蛍光強度は低いというデメリットが示された。そこで本研究では,
明るくコントラストの良い蛍光像が期待できる正立透過法による細胞の蛍光顕微鏡観察を行っ
た。 
周期構造のレプリカはカバーガラス上に光硬化性樹脂を用いた光ナノインプリント法(AISTチ
ップ)と,射出圧縮法(SGチップ)の2つの方法により作製したものを用いた。どちらもホールアレ
イの2次元周期構造で,ピッチは500nmであった。その上にTi/Ag/Ti/SiO2の順に薄膜を成膜しプラ
ズモニックチップを作製した。蛍光観察は,①タンパク質アレイと②培養した神経細胞の2つの試
料について行われた。①では,Ti：膜厚1nm以下,Ag：膜厚43,72,103,116nmの4種類,SiO2:膜厚30nm
で成膜した。②では,Ti：膜厚1nm以下,Ag：膜厚70nm,SiO2膜厚30nmに調製された。①のタンパク
質アレイについては,表面をビオチン修飾したチップでCy5標識ストレプトアビジンを検出した。
② の 細 胞 観 察 に つ い て は , PEI コ ー ト し た チ ッ プ に rat 胎 児 の 神 経 細 胞 を 培 養
し,Anti-Microtubule-Associated Proteins(Map2)とAlexaFluor 633goat anti-rabbit IgG抗体
で免疫染色した。蛍光顕微鏡はオリンパスの正倒立顕微鏡で,CCDカメラはAndorのLuca-rを用い
た。 
Cy5標識によるタンパク質アレイイメージングでは,Ag膜厚が40nm・SiO2膜厚が30nmのチップで,
周期構造の内外比を調べた。その結果、正立落射蛍光法では内外比は4倍であったが正立透過法
では9倍であった。それゆえ,正立透過の方が正立落射よりもコントラストの良い蛍光像が期待で
きることが示された。また、Ag膜厚43nmと72nmで明るい蛍光像が取れ,Ag43nmでより大きな強度
が得られたが,周期構造内外での蛍光強度比は, Ag膜厚43nmで9倍,72nmで46倍となった。それゆ
え,明るくコントラストの良い正立透過蛍光像を取得できるチップはAg70nmと考えた。 
神経細胞培養観察ではAg膜厚70nmのAISTチップとSGチップ上で培養した神経細胞の蛍光像の
比較を行った。SGチップの方が周期構造内の蛍光強度が1.9倍高く,周期構造内外比も4.7倍高い
ことが分かった。このように,タンパク質アレイでも細胞でもAg70nmに成膜したSGチップで明る
くコントラストの良い神経細胞の樹状突起を観察することができた。 
